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Die folgmden AngebM slnd den vom Anmelder wngereichton UntoHa^en entnomman 

Verfahren zur optischen Detektion von Analytniolekulen in einem naturlichen biologischen Medium 

Zur optischen DcFtoktfon urid IriRntifiylerung einzalner w 
lurrtormaritBr in unverduntitem Blutptasma werden d[e 
Tiimnmnarker mit Fluoreszenzfarbstoffen nwrkiert, rfin 
sfch durch spezffische Fluoreszerulabensdauern im Bo- 

reich von 0,5 bis 6 hr nuiszaiuhnen. Das Blutplasnna wird 9 | ^ r^^AA 

durch einen gepuIsLen DIoden laser bestraMt, dor im WbI- 
lenlangenbereich zwischen 630 und 670 nm emittierL DTe 
Emlssfonswcllonlanoe der FnrhAloffa wird 10 bfs SO nm 
tanger bU riin WRllenmnge des Dlodcnlasers gewdhlt. Mit 
HiKe von zortkorrelfortcm Einzelphotonen-Zahlen werden 
Abklinglcurven dos Blutptawmaa aufgenommen. Diese 
werden durch ein biexponenticllcs Modd) beschnebea 
bei dam einefesta Fluoreszcnzlcbcrt^suervon 300 ps fur 
die Emrss[on dcs Blutplasmaa und nina variable Fluores- 
zenzlebervadauer fur die mar kferten Tumor marker ange- 
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Beschrdbung 

Die l^rfindODg bcTieht sich fiuf ein VerlMtren zur apdschen Detdcdon voa ADaiytmolekaieo in einem nalUrlicfaeii bio- 
lc>gtscheii Medium, 

5 Die oplische Detafetioii ei nzelner Molekfi le wurde erstmals in Applied OpticK, Band 1 5 (1 97 6) SL^rQfi.'), heschrieben. In 
dea Folgejahren wurde diese Detektionstechmk veibessert bis hin zur Delektion eanzeber Ruoropbtire, d b. cinzdncr 
duoxcsdcrcndcr chcimscbcr Oruppcn (Cheniical Pliyxius T «tljt:fs Hwnil 1 74- (1990) S. 553). 

Rishcr war cs jcdoch nicht mSgUcii, einzelne MotekUle in natMchen biolQgischea Mediwi zo djctcktiereu. Sokhe Me- 
dim zelgcD bd AmcgunK mil Licht lane starkc HintcrTerunrilutntncRzcnz (Analytical Chemistry Baiid fiS (1996) S. 2270). 

10 Die LundnesHtcu/ resultiert ilaraust, ilaB in natiiriicheTi biologischen Medien Poffersubstanzen, Hniyme uad andwe Msh 
kroiDolekfUe entboltenrai sind, Besazukrs siadL ist Sesx Liiminess&entlxd BlutplasmH niil tfeiiusn ca lOfJ vcrschiedencn 

Der Erfiudung fiegt die Au^abe zxtgninde* cin ^ferfahIBn zur \'erfUgiiog zu slellem icdl welcheiu auch cmTclnc odcr 
wenigc AnalytittolckiUc in cincm nattirlicfaca Inologischcn McdiuradcU^fticft wcidcn konneo. 
1 s 7nr LOsun^ dieser Aufjgabe ist das gatr3ngsgemSS& Verfahreo dadurch gekeonzeidmet, 
t}'^ die An»1yijiK>lelrnic trnt mindcstcns cincfn MuorcfiTcnTfarhsitoff niarkicrt wcrdcrn; 

d&U au5 einem Beobacbtungsvoiutn^i im ofltUrUcbea biologlschea Medium Hnzeiphotonen aufgenonmiea wcrdoi, urn 
einzcHkorrelkiies Hme^hulooca-Z^cn durchzumimcn unrt /xtltinformationcn filr die KlnzclpiiotoneQ zu gewlnnet; 
daQ mindestrais zwd Muster voigegeben werdea, wobcd ein ecstes Muster von deni naindestens einca Fliwresf/i^iyXarb- 

fonmattoncn bcschrcibt; 

daB ein X'exgleLchsmodBll durch eltic g&wichtctc Addition dcr Muster gcb£tdcr wird; 

daR das Vi^rgleichsmodell duich Variation der Wichtungsfaktc^^sn an die gewonneoea Zeitinfccmadonen angepaSt wird; 
daB die Wcrte der 'S^duung^jlaktorcn fllr cine (^imicrtc tJbcrciastimmung dc$ Mrrglcichsinodclls niit den gewoonenen 
2S yieitintbrmationen bestitnmt wenden; und 

daB das Vbihaiuleiistdu JUiiodeHteus taue» Analyti^iolclcUls dann angcnonimcn wird, wcnii dcr bc^immrf Vfert des Wich- 
tungsfiaktofrB fifcr das erste Muster eine vcHgegebene Schwelle Uberschreitet 

DasMarkieren der AmdyLinolt^ile iiiit Miii)icK/.uny.r>irbxit)rrcn insicltt aiuch fncht-iluiirusTicrcndc Analj^ttnolcktUe de- 
tektierban 

30 Die diirch Mui(kicnrrcJ.icr!cH Hiny.clphoitiru:n-y^ilen aut^enontrnuTien /eitinfcmnationen k5nnen Rir jedes vorgegebene 
Zeiiinrarvall in FOTin dner Abkilnglairve datgestellt werden. Die Abkiiogkorve zeigt den \ferlauf des FLuorejctemsfierfaUu 
bzw, dcs zcitlichcm Abklingcns dcr J-umincszenz einer im Beoboch tungsvoluraen betin dl ichen Probe. Das oatUrlichc bio- 
logische Medium hat in dcr Kegel eine kurze Loimineszeazabklingzeit. Ftir unvejrdQnntes Blutplasma beir^i iKe Ab» 
klingzcit bci cincr Anrcgung mit lichl edM Wcllealfinge v<m 637 nm (1 nm = 1 Nanomeier = 10"' m) und einer Delek- 

3S tion d» Pbotonwi im Wfeflenlangenberdch von 650 bis 700 nin etwa 3(X) p» (I ps = 1 Pikosekundc = lO"^^ sec). WSbli 
tnan Kur Marklcrung Huorcazcnzfarbstoffe aus, die weseotlidi langece Wuores2en4ebensdaner haben, z, B, 4 ns (1 
ns = 1 Nanosckunde - 10"^ sec% so ISBt sich fcstetcUcn, wie starit die Huorcszcnzfarbstoffc zur Anklingkurve beigetra- 
gcnhabcn. 

Mathematisdi ISfit sich dies dadurch realisienw, daB bekiinute Abklingkutrveo, sog. MuKiKr, fur iKc Rintergrundhimi- 
40 Tiejt7£xt7. des natOrl jchen biologischen Mediums und der zur Markiemog veiwendeten Fluoieszeaszfarbstoffe, nacb Mul- 

tiptikadon mit Wlchlungsrukloxea, adcRtsrl wenksn.DarauK wiixl ein V^rgleichsmtxlBll gewcmnen. Dic^chcungsfaktGCCn 

werrien sodann variiert, und die Wcrtc der Wchnmgsfaktoren flir ^e optimierte tibereinstiinmung des ^brglcichsmo- 

dcUs mit den gcwcmnenen ZeilinTonnaiionen wenleu besaimml. 

Die nach Optimderaag gewonneoen Wierte fUr die Wchtongsfaktoren geben Aufischlufi dartth^ ^le ff[oB der Antdl 
45 der yoa den RuorcszcnzTaifosLoflbn ausgcbcnden I^olofien an den detektieclcn Fbuloiien ist Isl dieser Anteil gro8 bzw. 

dberschfeicet er cine vofgegebene Schwelle, so tiegen mit hoher M^hrschnnlichkeit einzemeodex aUenfalls wenigB An»- 

lytmclck^ im BcobachtungavoUimcn vac. 
Das etfindungsgemaSe \ferfahren eniK^licht daber eine bohe Diskrimimerong zwlschen derTluorBszeitt; der Fluwesr 

-^eir/XarhKU}(TB und der Hinter^ndlumincanuiK dcs natiirlichcn biclogischcJi Mediums. Mit Hilfc dcs crfindungSgemS- 
50 6m ^fetfaIiiensistesinOgtich,<tie von einem marider.enAnalytn» 100Pbotcaicn,d5cbcimDun:b- 

ga^g des AnaLylmalekuls duruh das Bcobaditungsvolun^n dctckticrt w.'oxicn kenncai, gcgcn cincn Hintcigrund v<mi ca. 

20000 Photonen pro xSekunde zu c£skdnuni«rea. Diese Diskriminieruag ist ^^>rall&setzung fOr die repicduzicibarc Dc- 

tektion einzelner AnalyLmolekule im nalurliubea biolo]^sctten Medium. 
In dner Weited>iidung der Erfbidung wird ausgenutzi, daB die IBnteigruodlumineszenz von natOrljcbea biologischen 
55 Medi^ und insbcsondcrc dicjcmgc voo. Blulplasma, dculHch ahmmmt, wcnn fOr das zdlkcnvlicriu Kin/^lj^otonen- 

y^kaa Anrcgun^cht rail einer WeHeolSnge gtoB^ als 600 nm ven^'endet ward. Besondeis geeignet bieaf Or sind die 

WcUeniangen zwiscben 630 und 670 nm. Da die HucareszeDZ der FarbstofTe stets roftverschobcn ist, wiid cin zur Dcluk- 

rlon ^-crwc-idctcr Wclicnlfingcnbereich st^ iangwdliger als die Wellcnlange dcr Anregung sein. Deteldicrt man vor- 

zugsweise Riotonen, deren Wcllenltoge zwischen 10 und 60 nni langer als die jewd.lige Amegungrnvelli^ilSiigc ist. so 
CO crrcicbl truin eine beviTT/.ugte 1>;lekb'oii der Pliotoiteti der Rui>r«s/.en/.farbsu>ffe mid eine verbesserte Diskriminierung 

zwiscben Ifintergrund und gewUnsditem Signal fUr die Detekdon einzelner AnalytmoleJcQle, 

Rk dtA zcitkooTclic^ Hiozclpbotoncn-'/^lcn wc^dcn 'n nhlichcr Wcrisc cine gcpul ste f Jchtqiiel le, eine opti Rche Mb6- 

anordnung und ein Detektor, v^iioden mit einer Detekdcmseleklronik, >iawendet, urn den zeicllchen Abstand zwischen 

dem Dcltiktiucs^dtpufikt dries Pliotrnis und dcm Tcitpunkt dcs AnrcgungspulscR dctckticrcn zu konncn. Cn einer bevor- 
6S zugten Weiteibildung der Erfindxmg wird als CJuelle fUr das Anregungsai<±[t ein Diodcnlaser verwejidet, Diodcnlaser idnci 

schr kosiengUnslig, ssiir kltin uad ttrteu>>ea Licht bei dcr KcwUuschieu ^^dlenUla.^en im Bereich voti 630 bis 670 nm. 
in einer voneilliaften Weiterbiidung der Erflndung wird ein natilriiches bioiogisches Medium mil einer Mehrzahi von 

verscbiedeoen Anajytmolektilen untcrsuchL Die vcrschiedencn Anzlytmolekiile werden spezifisch mil vt:nu;hietlLTis:n 
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FluoT«s39enzfarbstolfen ndt jeweils unterschiedUchem Fluoreszenzabklingverhaireny tl B. imtecschiediichexi Flucxes- 
zenzLcbcDsdauem, maitdcrt. 

Die Abkling^oin'eii fOr vQi:^gebene Zehintervaiie )»%r<3en im Kalle von monocxponentiellen hiuoieszenzabkHogkur- 
vea in der Weise ntodelliert, daS die Fluoieezeazlebetisdaxier ds zusdtzlich anzupasseode \^ablB behandelt wtnL Be- 
scbrclbj: man die anfgcnommcncn Zcitinformationcn durch cin AolchcH McdcUjLiudJbcstimmtdurch Anpassmig die ^^^rtc s 
fUr die V^chtungsfaktoren und die Pltsotesz^iziebcDsdauer, so erlouben eiaerseits die WchtimgsfaktoreD festzustellen, 
oh eineinzeliies oder wenige AnaLyUnoLekjUk im BcobachiuagsyoluiDen vorliegL DieBesiiznmung dcr cipLinial pa^seD- 
dcn 'Ruoreszenzlel}ensdauer erlaubt jedoch zusitzlicta, eine Aossagc Qbcr die An dcs vcrwcndeten Muoteszeozt^rbstott's 
zu macbeo. Jhsbesondoic kaon dabd festgestellt werd^ welche aus doer Anzahl von verschiedeiim zur Marfdcniag 
V urwcJKlctcii p!uorcs7xai7iarhstoff cn dctckdci t wucdc . T>ics crlaubl cim; IiluuliQzitfrung ikr isyizti Osch mi t dc n Farlwtof- i o 
fra gekoppeltea AnalytnioydUe, 

Im folgcsduD wird die HrOnduii^ aiihand vun AuvfOtarungsbciapicIcD init Bczug auf die Zdchnimg nMhcr urlihiluTL. Id 
der Zdchnung zeigu 

Kig, 1 cine schcjiwUNchc nuntmnung idnix Ancvdnung fiir w^dlkorrclicrlcs Kn^cLpboioncn-Zilhlco; 

Fig. 2 doe Kurve, die die Brgehnis se von Messungcn mitt&Is mtkonelicrteni Einz6lphotGQen-Z3b]i^ £Qr un verzOg^- 13 
tcfl Strculicht (gcstrichclt) und fur unvcrdtinntcs BlutplaRmA (aiisgczngen) darstcUt; 

fig. 3 Histogrsutnine von Messungea mittels zeitkoneUeEtejn £iozelphotonen-/ShJea an elner onvejidUnDteD Blutplas- 
inaprubc, cliv utiU^schicdlldi maikiccic Aaliklkpi;r uiihiilr; 

Fig, 4A eine Kucve, die die Aozahi der in 10 ms Zeiteioheaten detektterteQ Pbotonea in Abhfingi^ceit von der Zeit dar- 

4B eine Kurve» die den leLatlven Aoteil der auTHuoreszeDZ der FhiorcsTz^iriiirbstoffb ziuUckfOhiboien l^tonen 
pro Zeiteinhdl Itlr die dcr Fig. 4A ziignindclicgcndca ZcilinfonnalioneD. darstellt; und 

F^. 5 eine Hfiufigkcitsvcxtdluug von besummtea Fluoreszenzlcbeasdanern fUr die Farbstoffe Cy5 uod JA109. 

Die bctiachlctcn natOrlicbcn bioLogi&chcn Medico sind in&besoxidcre Ge^^ebeprobeii uad uaverdUnntcs Blutplasma 
bs^.w. -serum. Die Medien weiden ohne vorlierige Auftemiguiigsschritte uutersucht, weslialb ftie als nartlriicti be?jeicbnet 25 
wcnlen. Iii den fiitgeudea AiJ)triiliriJiig!»bt:is|ne1en winl tils nnUlrlicheif biulogisehes Mediuiii beispielbafL unvt^niOiiatu!^ 
Hlutplasma betrachteL 

Die £11 (ItsleklieTBnilen Ana1ylJni)1«5kijlb Kind int{be.S(}m1em Biomabkule» wie NukldnsUurKD, ProttHne, PtsjiLiitH, Htir- 
mane, i\)iphyriQe und Andkdiper, ab^ aucb AntigeDe, H^tene und'i\imQimailc^ sowie toxiscbe h'ubscanzen, Umwelt- 
giDc, TV^livTctc (Kicr phxrin»-/ciiriRt:he WrrksdnfTc wic AlkaUiicle. Tn Hen ToIgRndcn AlJS^i^nlllgKbeisp^e;1e^ wenlen wis 
AnaLytmoIelcUle istets l^nnonnacker betr&chtex. 

IVauunaarker sind in der Kegel our scfav/ach fluoreszen^Tafaig. Um sic dcickiicrcn zu kUimca, \verdeQ sie ndt Huc^e^ 
zcaafotbstofifen markieit 

UnvcidQiiDtuif B)iU|^Hnia /£igL bei Ancvgung mil lichl cinu slarlc LuinincszcD;^ mil ^HcnlSngi^ uberhulb vun 
TOOnm. Um dennoch einzelne Ibmonnaik^ in unverdQiinteiD Blutplasma detektieren zu kOonesi, mfSsseo veischiedeDe 35 
Mafinohmcn ccgrifleiB w^dco* uni dicscn Hintragrund zuruc^trctcn za lassca. Eine dcr MaBnabmcn bcstcbt darin, dafi 
zur Amegimg lichr nut cincc Wellcniange grOBer als 600 nm verwendet vrkd. l^emer wird aur Li dit ein^ Wl adange 
Im Bcreich IcleiBer 700 mtu insbesocdexc zwisehen (iSO und 700 nm dctckticit. Dnrch dicftc cnttc MaBnafame errelcht 
man bereits eine staxke Reduziejimg der IHnietgiruadlumineszenz des unverdUnntea Blutplasmas. 

Femer werden die l\iino>rmaiker nut Farbstoffen markiert^ die eine bolie F1uore573en7:quantenau.sbeulB in Blutplasma 4U 
aufweiseo. Diese RirbsiotTe inussen bei den AuregungswellenUingcn oberhalb von 600 mn absorbiecen. Besondeis vor- 
teilbaft sind Rua:eszeii£farbstoff6 mit einem Absarptiocsniaxtmum im Bereich von 620 bis 670 nin, dcren Fluoreszenz 
um 10 bis 60 muiolverschubenist und dereaRuoroazeozquantenausbeute mehrals 10% bcuagt. Derditige Huoieszcnz- 
t~arbstO(£6B sind in den Pateotschriften DE 42 10 970 uud WO 93/101^9 beurhrieben. Einer der besctmebaien uad bier 
vcrweodelen FaibsLoOV: UiigL die Bt^dchnunj; JAl 69. Femer isl der kmnmerziell erhalUiche Fartjsloff Cy 5 geeigoel. Im 45 
beschriebcneo AusfUhroogsbeispiel wdea diese beid^ Farbsto&e znr Maiiderung der Ibm^onnack^ verwendet 

Nebra den t^chriebenen sfpeklraLen Eageoscbaflen zeagt uavcrdilmites Blutplasma bei dner Anregung mil licht von 
637 nm und dner Detekticn der PhotcxieD im WelleniSngeobereich von 6S0 bis 700 mn eine LumiDeszeozabklingzeit 
von ca. 300 ps. Um die KinlcrgruDdluniincszEcu van unvcrdOnotem Blutplasma deutlic^ von der Fluoreszcoz der mar- 
Idertea IVtmonnaik^ bzw. Forbstoff zu unterscbdden, soliien daber die zur Maikiemng verweodetea Farbstoffe Fluo- m) 
reszcnzkbcnsdaucm aufivcisco. die sicb dcutlich von dca gcaannten 300 ps des un\'eidUnntea Blutplasmas uotcrscbei- 
den. Die crwahnien Farbstofife Cy5 und JA169 habea Fluorcjzcnzlcbensdauem von 1,7 ns bzw. 2,7 as. Diese Fluores- 
zenzlebeasdaijero unlemchdden tnch fainreidiend vun d^ gemmnlea 300 ps. Aucb aus diesem Crunde siod c£e beiJen 
genannten Fatbstofffe zur Detektion von einzelnen Tuniormarkem in unvendflnntem Blurplasma besonders geeignet 

Mit Illlfe des erfiadungsgemSBcn ^feifabrens werden die Lebensdauemnterschiede zu eicer weiteren Diskriminiemng 5S 
des Hint^rgnmdsignais gegeafiber d^ Fluoreszenzsignal der matidmen 'l\mK)(rmari£er genuczt. 

Im betracbteten AusfUhrungsbdspiel werden die zu detekd^ienden Ibmoanarker auf die folgende W&ise ma^iert 
Dctn Blutplasma werden zu den l\jniomiadaem psasende moaoklondc AntlkOrpcr ?nigc8ctzL An die monc^onalcn An- 
Cikasper smdFaibstofEtnol^cQle gekoppelt, d. tu die monolckxialeD Antikdiper sind z. B. mit Cy5 cder JAI69 madoeit 
T^e MKiDoklonalcn Antik&rpcr stud in dcr l^gc^ dbcr eiiie Afilikorper-Amigen-Reaklicin xelektiv an die Tuiiiurrn*arker fio 
und nicht an die sonstigeQ Proteinc des Blutplasmas zu bindeo. Daduich sind aucta die FarbstotiinolelQCUe mit den Ibmor- 
tnarkcm gckoppelt, die 'l^irrionuurkur abx) mil niKJicuxcazraxfasluTEcn maikjcrt. 

Zur optisdieii Detektion der 'l\miom(miker wild in ednem Beobcchtirngsvc^nmco dcs Bhi^aamas^ in dem die moridcr- 
Lcn TVimnmiarkcr gcldst sind, dnc A^csvung mil dcx Ibchnik dcs zdikcrrclicru^ Einzclphoionen-Z&hlcns duicbgcfUhtt, 

Alt licbtquelle zur Amegung dienen modulieite Licblquellen. Besonders gcdguct sind gcpuistc Lasersysteme, die <V5 
Pulse luit einer Pul&lSnj^e klein^ als 1 ns bd dner RcpelKicmsrate von mehr als l0M[Iz liefiCT. Die Anregungslaser 
kannen dabei FesdcGrperlaser, Fartwrtofftaw, Tonenlaser, Gaslaser, vorzugsweif;e Jedoch Diorten'awr sein. 

Der XHnsatz gepulster licbtqueilen ermd^^lichc u. a dne lYennung z^scben unveizCgertem StreuHcht aus dem narctar 
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lichen biologischeii Medium und dein ver^gertm FliiorssvcnzHchl der F:irb!ituire. 

Die vorzuijsvi'eise ciiigtsclzien Diodenlaser enduleren lii dero ge?wtlnschten Wallenlfingenbcrcicb obcatialb von 
600 noa. Typiscbe Welienl^gen fiir Diodcnlascx licgca zwbcliea 620 und 670 nzn. Dcr hicr eiot^ctzle I^iodcolascr 
endcdeit bei eincr WcUcnl;9iigc v(mi 637 rnn, Scanc PulsLSngc licgl imtcthalb vcai 5LX) ps und seine Ke£n:titu)nNnite hetriigt 
5 30 MHjl Seine niitdereT^sliing becrSgt 0.5 inW. . 

Im folgendeo wild auf Fig* I Bezug gcooiomen. Der Udilslniht dtsa nindenhf^eni 1 winl iiber cine T^irac 2 and clccn 
dic^^YriU^4i1l:n SinitilteilbrB in ein Mllcro!;lcopobjektjv 4 etngekoppeJt Das Milcroskopobjektiv 4 weisc dike stadce Vei^ 
gi5Qenm^ and dne hohe numerische Apextur waf. Mit mife de$ Mikroskopobjektivs wiid der Lastsrsirahl in das Bcob- 
achtungjrvolurrtcn fc^aisslcrt 

in IDurch die Fotnisrsieriirg des Laserstrahle ist das BeobachtUDgs\\>Iuineii aaf wenige Femtoliter be^enzt Bd einer 
KanreatrHiLcjo vim 1 <vhs,t wenigKr Mol l^iniiviiiurker pni JaX&t 'R1ul:[)1aama hcfindct Ridi im Midd weiuger als ein 
raorma^r im BeobDchtuQg&volui&^ Die Wahrschdniichkeic, daB soebr als do Ibmonnatker im I^eobaditungsvo- 
lumen befindel^ isL enLsimechecul geringen 

l^c Zdt, die dn TbmonnaikeirttoidcCU benStigt, um durdi das BeobadxtongsvoLumen zu diffun^eren, d. b, die Vet" 
^I'dl- bzw. MeBzdc, betzSgl zwischca Brudildlco dnilr 1 ms bis dmgc nj& W&bicad dc» Aufcniballe;; iIcm iliMmss^tifi?.- 
markicrtcn 't\miormarlccTs itn Beobachtungsvoliimeo Icann der m den IVnnomiBrfcer gekoppelte FluoxeszcnzrarfastoCr in 
Abb3ngiglod£ von sdnem Exdziilctioiiskoeffiziencen bd dec Anreguags^'ellenltlnge UcbX absorbicrcn« Das absorbicrU; 
Lidit wind In AhhSnglgtccit von der >1uores2ea7X)uaiiteQaasbeuiB uod -iebensdanei; der Tdpiettaiisl»eute und -lebeDS- 
dauer und dear PhotOGtabilitai der Hjuoreszeiiz£arbsto£b in rann vun Fhotonen uied^ etniltieiL. WmI ircnil tier h4cBzdt 

Die emittiecteo Pbotonen weiden wied^ mil IlUfe des Mikioskopobjcklivs 4 gesammdt. 

Die vnn den HunrcffTxsnTfarbs^toffcn cmiuierten tmd vom M^lorMkopob^ktiv 4 gesammehen Fhotooen passietea dea 
diduoidsdiea Strahltdler 3, der so ausgebildet ist» da£ ec das rortyafschobene rUiorcszeozlicht transmittieii. Hinicr dcm 
djdi[citiscl>cn Strahltdler Windct sidi dn Spektralfilter 5« In der Hegd einlnteri^ienzfiitet; der so ausgebiidetist» daB cr 

25 <lie BnnssionswdlOTl^ge der Huoreszeozfaibstoffe m&giich&t v^lustfird traosnudiert uivl alle andereo ^lltail&igcn 
(iioglldisa: blockt Am dcr speTctralen '(Vennung der T ^umiDesTrnz des Bluq^^lasmas und des in der Vf'blleniange nidU ver- 
sdiobeneo Streolidirs von der Fluoreszenz der Parbsloffe mit lElfe des didiroitisdien Strahlleitere und des Inlcdcicnz- 
filtcRi m»ulticrtdnc wdb^ Rcduzicrung cbrnncrwfinsditca HmtergmpdlimiineKzeoz und somit eine Vsrbesserung der 
Distenumcrung xwiscbeadem Siisnal der Buaxeszen^uiarideiten IbtnaniiailCKi und de» Blutplaftmaft. 

.•%o Hi nier dem SpelctraLfiUer 5 befindet sich eine Lochblende 6 tmt dnsta. Durchmesser von 50 bis 200 pm, vomigsweise 
mit einem Duichmcsscr ycm 100 |un, Auf diese Lxxhblendc wird das Bcobitcblungsvolumen abgebiltk^t Hs crgSbt ddi 
dmnit eii\t rtumKdte Einengung des beobochteten \bltimens auf den IVskus des Laserstrahls im BMplamia. Bine solche 
AnonbiuDg wild als koofc^ales Au^ht- hzw. Epifluareszen^-Mik^o&i£.op'bcec^il:bnel, 

Hiotef der Locbbiende 6 befiodet slch da Detekcor 7. Der Detdctox muB so ausgebildet sdn, daB er einzelne PbotoneD 

35 mit hohcr zdtJidicr AuQ&sung dcld£.ticfcn kann. Dazu dnd HiolcMiiulliplitx und AvalaadsoPbntiodioden geeignet Be- 
senders gedgnet fOr die Detekdom von Fhotonen bel ^KfeilenlSngen zwischen 630 und 700 nzn dud AvdandhB-PhoUicH- 
odca auf Silizium-Halbldtcr-BaBts. Die QuanluDcOiziunz diuscx Avdanche-Fbotodiodea betrggc in dem genrninisn Spek- 
tralbereich zwischen 650 und 700 nm bis zu 70%. Vcxnxx wdscn Avalnncfae-PbotodiodeD dne sefar geringe Dunkt^t^hl- 
ralc Yti[i untLT 60 Pulsuti pru Sukunde auf. Sic 8ind dabcr hodi empfindljch'bd eincm sehr genngen Mnteigrundrauscfaen. 

4i> Mit den fUr zeitkoielieftes Blnzeli^tonen-Zahlen tiblicben Mittebi 8 wird der zeitlicbe Absiand z witK:ht»i dt^ui Zdl- 
punkt dcr Anregung dcr Fluorcsncnzf arl3St]c^c durch cincn Inipds des Dkxlcnlascrs 1 und dcni Zd^mnkt der Detektioo 
eines Pbotons an der Avalancbe-Ftiotodiode 7 bcBtinunt. FOr jcdcs dclckdcztc Photon wird die so bcslinmile Zdlinrnr- 
inaTion nrit HUlb dncs Vidkanal-AnalysBtors 9 in cinai '/citicanal cinsortiert. Diese Hinsorticiiing kann sowohl lumdc- 
tdbar als axich eiet bd dner nachfolgeodea Ausw^mng geschehen» 

-IS Da die Hliiorefizefi^arbiitoft'e, die an die Tumomiarter gekoppelt sind, w5hrend des Durchtritts der TUmc^maiker 
duichdasBcobadilungsvoluuten uushnsie Anreguii^ uixJEim^KkuEuykltsn dun:blHurea, koituntcfthci dncm Durchtritt 
ciDL^Tf 'l\jrrK>rrrmriu3r[nn1ekiilN duruh HfcK»bachtung$EVO lumen m eineni vScKauer von Photo nen, der ^xxn Detektor de- 
tektiot wild. Die Anzahl der pcu Durdiliill dneif IVimcninarkumicldLulif duivh das Beubauhtungsvolutiwn dccckticrba- 
rcn PhotoQcn bctragt einigc 100. Diese I^iotonen k5onea in Zeldnt^nraiieo von jeweils z. B. 10 ms gesamineJl wccden. 

50 AUcroadv dazu kann bei jedem Pholon au6er dcm zdtlidien Absland rwLschen Anregungs- und T>c.iLkiionxu;hpunkt 
fcmcr dcr absolute i>ctektions2eltpimkt besdmmt werdezL Hio Au&uminieren der Zeitinfotmadooen eifoigt dana vor- 
zugffweise ia Zeinntervailen, die aa den Durchtritt cines IbmormarkcnnoLckUlB durdi das Bcobaditungsvoluuien ange- 
p^iwurckin. 

In Vig. 2 ist auf der X-Achse der zdtlicbe Abstand zwisdien der Anregung durcb ein Amegnngspuls des Lasers 1 und 
55 dcm Zeiipunkl. cfer l^tdtlion dries PhotoTM durvh den DeiektiH* 7 aufgetragen, Auf der Y- Ach5» ist die Anzahi der in d- 
nen ZeiUcanal dnsorticttea DeLeklionserdgnisse, hier als "Counts" bezdchnel, aufgedageo. Die Brdle dncA typlAchen 
Zddcanals bclragl 50pH. 

Ia Hg. 2 zdgt die gcstrichdtC' Linic cine doich zcitkoixeHcrtcs iMCZclphotcqica-Z&blcii mit dcr beschriebencn Anord- 
nung au^cuojuuiMie Al^ingVurvc flir cine TXmung, die das AnrcgungRltchturvcr/^gcrt stncut 1>icsc {Kigcnannte Instni- 

60 nienteofunktion sptegelt die maximale zeitliche Aufl6siing \viedei; die ddi aus der Brdte der Anregungspulse und dem 
zdiiicfaen AunOsungsvenuugeu des Detcktuns 7 uod (ksr aDge(»ubltAtKbncn Kintiditungcn 9 tscgibu Jcdc aufgcnommcnc 
Abtclinghirve, B. der Fiuores7£n7farb!rtnffe» kaon nidit in ihrer Tn5g}icherweise reinen expc»ientielleil Gestalt beob- 
achtet wrdcaij sondezn wild stcis beobachtet als nrgebnis einerPaltung mil der InslnmsenlenTiiokKon. Kinc "RcttfMiMinjk- 
lion der leioen expooendelieo Abklingtunktion ist durch eine i^ntfaltmig der gemesseneo Abkiingkurve megUch. 

61 In 2 zdgl die ausge;oogeoe Lime cine durcfa zdlkoirelicrles Oin^rlphn irmen-TSibTwi mil der he«u:hriehencn Anorrt- 
nunggcmcicu^nc Abklingkvirvc fUr Blutplasma. Die Abkiingkurve des Blutplasmaszeigtbd Anregung mitlicbt t>d637 
am und einer Detekticm der Pbotoim im Berdch von 650 bis 700 mn eine Abklingdauer voa ca. 300 pe* 

In fc'jg. 3 xind, wie in F^. 2, ttufder X-AcKse wikxlcrdcr yinUidtc Abxtandin ivt /.wiitdicii Anregungspuls und Dctdc- 
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lien canes Fholons und aufdtar Y-Achse dio Counls aufgeUngeo, wiihrcnd aiif derZ-Achse die ^iihrend derMcRNung ver- 
stricbcnc Zcl: in ms dufgc^Dnagen isc. Die gewonn^ S^itmfomiationeti wurde fUr Jewells 10 ms aufsummiat and als Ab- 
IcHiiA^curve daigestellt Wie erw^t, eottilt das Blutptasma bdspielbaft zwei ontersduediich markieite Antikdrper in ei- 
aer Kuii/x:-ntniLuici von 10 " Mul pat Lilcr, WiiJtrund lUu umloi 20 KW in 3 (Be tuiiic HinUa-gmritllLifrnricitTi^z dcr 
niu^lasmapvobe 7^ gen, wandert nach ca. 30 ms ein CyS tnariderter Antik5rper in das Deobachmngs\»oliim art . Nach SO 
ms wandert ein JA169 markierter Aniik5rper in das BeobachLungsvolumen, 

Man siehU dalS sich in Fig. 3 die Abklingkurven des Blutplasmas, des Cy5 maildeitea Antik5ipers und des JA 169 tnar- 
Iciertea Antik&rpers iDsbesc^idere dann unterscbeiden. daB die charakleiistiscbe Abklingdauer unterschiedlich lang ist 
Die Abldingdaucr von JAl 69 bctr&gt 2,7 ns and ist von den drci bctraditctcn Abklingzcitcn dcntlich als die ISogate zu er- 
keoneo. 

ifig. 4A »«gLdic Arusthlderpio '/triudnheii von 10 tus detc^ierien Pbulimen (Cuuniy odtir/ihlnilt:) in Abliangiglceil 
von der wfituead derMessung verstricheaen Zeit in os. Aus dem leinen Blut^iisma weixtea ca. 200 Photonen pro 10 ms 
dctelctiert. Wahn^ des DurchlnUs ciaca farbaLoItinarkicrtcn TtnncHinaiiieaiiolcklila ciii^ sdch die Z^ilraLu. wic \x in 
Fig. 4A bd CO. 400 und ccl ms zu erkennen isL 

Im folgenden mxd beschrieben, wie eine siclicTO Delektion eiazelner farbsloflfinadderter Taramaatkennolckillc cr- 
reicht w^den kann. 

Um aus den fUr voigegebejie Zeidnlervalle gewonnen AbklingknrveQ ccschliefiea ni k&men, ob in dcm bclrachiutcn 
ZeirintervalJ im Beobachtungsvninmen ein Analytniolekfil, hier at&o ein Tbrnormartcer^ vorhanden war, kann dem oach- 
folgend beschzi^nec '^ifobren ein Schritt voran^estellt weiden, in dem die Abklingkurven mit I&lfe der InscrumeD- 

mcht-entfaltete Abkiiii^curven beziehen. 

Zun&bst wcrdcn mindcstcns zwci Miaster vorgcgcbcn, ^"obci cin crsccs Muster den crwaitctcn Vralauf dcr Abldiog- 
kurve die zur Markierung verw^ideten Hooieszenzfiaibstoffe wiedergibt und eia zweites Muster den erwatteten zdt- 
lichcn Vcrlauf dcr Abkiingknrvc fUr dk; Hlotccgruudlumincszcnz dca nalMIchcn blologlscbcn Mcdhuns. bier also des 
unverdQnnten Blutplasmas, wiedeigibt Im folg^iden wird das Muster die FlucneszeDzfarb&tc^e als pi(i) b^eicbnel 
und. das Master tilr das iniverdUnnte HJotptainna als p^Ci). I^abei bezeichnet i das i-te niikroskopisdie '/eitintervall, d. h. 
die z. B. 50 ps bxeiten 7git(fgn31e dex x-Acbse der Darsteilung der Abklingkurven gemMS 2. 

IMe Mwiter kOnnen sowohl direkt aus BjchmesKungen gewonnen werden, als auch auf der Basis der durch Eichmes- 
sungen gcwonneoen XoTonnaiionen cisiclll werden. Im eislen Fall weiden die Muster cine konkrci vcngegebeue Men^^e 
von Zahlen sein, die aus d^ Blchmessungen, ggf. aacb Olfittung und hiortnkiung auf 1, gewonnen wurden. Im z\^'etxen 
Fall wecden die Muster mit IClfe einer malhemalischen Punktion gewonnen, z. B. einem expaneadeUen Abfall, aus der 
konkrete ^^rte fUr die pi(i) odec P2(i) berecbna wexdea kttnnen. 

VhrtcilhaAcrwcisc wcrdcn die Master auf cioa normicrt, d, h. 

ZPa(^) 1 t^) 

i s 

n'obei tib^ alle mikroskopiscbe ZeltkanSle i summiert vinL 

Um cin Modcll tu crttaitcn, das mit den gcwonncncn Ahklingkurvcti \'ctglichcn werden kann, wcrdcn die voi^egehe- 
ncn Muster pi(i) und p^CO gewichtet addiert, d. h. addiert. nachdem sie nrit Wichtungsfaktorea Ai und Ai multipKziert 
wuTvlcn; 



p(0 = Aipt<0 + A2i>2(l) 12). 

p(i) ift sondt das Model I, das mit den gewonnenen Abklingkurven vecglicben wtrd. 

In ednem Anpassungslest kaoa das ^^rgLei(±sIuodeIl duich Variatioa derM^cfatungs^tklDren. A| und A^ an die j^wun- 
ncnen Abklingkurven angepaCt weideo. 

Als Anpassungiftest eignen sdch insbesondere der Ibst der kleinslen quadratiscbeu Abweicfaung imd ein tnTaniiaiioas- 
thcoretischcr Test, dcr auf dcr ndnimalcn Knllback-LxiblcrlMskrirainierungainfbrnmtiGa als AbstondamaB basiext. Histe- 
jxr isl dnfacb zu bandhabcn, und IcLdcrcr hat uinc besondcra gciingc slatistisclie R:fakzvalc» 

l>in:h c*}3cu Aopassungstcst k&nocn die Weitc dcr Wlchtungsfaktorcn ftlr cine optlmalc Dhcrcinstimmung des Ver- 
gldchzmiuddl oil dca gvwuozicnco Abklingktirvca bcsliimnt wccdco. Daa \brfaanden9cui aiandcslens cines IVimoacuiar^ 
ker» wtrd dann angenommen, w^n der Wichtungstaktor A| eine vnrgeg^^ene Scbwelle ilberscbceitet l^iese ifchv/elle 
muS in Abl^gigkeil von den kookreten expciiznezilellea Gegebenheiten und der gewtbscblen Sicberbdl der Detekikn 
voigegeben werden. 

^rzugsweise wird das Muster p(i) durdi eine normierte Foim der Wcbtungsfaktoren ausgedrtickt: 



pa) = N(apia) + (l-a)p20)) (3) 
dabei isl 



Ax + A, 



N = \+A, 



(4) 



a giln snmit denjentgen relariven Anteil der detektierten Photonen an, der auf Muoreszenzder hlwnreswenTtarbstotfo zu 
rtickgcliifart wenJea kano. N isl die gesaiole Anzahl der detektierten rboto(Den, die zum BrsleHen der gewonnenen Ab- 
klingTunklidnen verwenckst wunkn. Wini, wiu iiii v^trlicgundcn Aus»nihrungsbcis[d.cly die Abklingkurvc jcwtalx fur ein 
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ZeilinUsrvdll voa 10 zns ejmlellL, so t^teDlX die Anzahl der in dem. wor^e^hcisiea Zddntcrvall yod 10 ms deleklit^iten Pho- 
toudi dur. 

Das so daiigestellte Muster pi(i) ist somit autoxnatisch in seiner Gesamtamc^tude auf die (Fesamtzabl im voigcge^ 
bcncQ Zcitintcivall dctckncrtcn Fhotoncn normicn, wic cs aiis Gl. (5) imtcf Wrwendung von Gl (3) xmd <jL (1) dcutlicb 
. i wint 

SpOO = N aSPi(^ + Ol - a)Sp!a(i) = Ma • 1 + Cl - ^ ■ l) ^ (5) 
i VI 1 / 

ID 

Dii^tss Mtnltsll Wirt] (1un:)i \^riuti<Hi iltSH nslutlvtsn Aril&Uif » Hn iHe gcwamnw Abklii^kurve angepaBl. T)M(1iJruh win] 
da- Wert fOr den xeiadv^ Asteii a fOr eice opdmale Obeareinstimmung des so daigestoUten Veigleidismodells mit der g&- 
wannenen Abklingkurv e btaOimml. Obenfchrt^lel dcr relative Anleil a cine yoigegebene Schwielle» so wird das Vbdiazb- 
densein imndesteos dnes T^tmonnarkers im Bcobachtungsvoiumen acgcncHnmcn. Als gecignct bat sich dne Schwelie 
IS vor 0,3 cTwicscn. 

( Jnierscbddimg zwischen einem an dec 'Riniorniarkcr gcbnndcncn KarhsstoiF-maTkicrtcn Antilc5rper and einern 
ungebund^en Parbstoff-maikiertea Antiki^rpcr kasm B. ndt IHtfe der Vs;rwdldauer im BeobadituagsvolEimeii gescbe- 

Ebenso kann Obei eine KctiTclatioiisfunkdoD in bekamter Wase die Bi£Eu!don$koDstante des detektiecten MolekOls ei^ 

kdcpers imd damil auf die Detekiioa eines Tumomiarkennolekms bin. 

Kcmcr kann die Hindimg von mit Karbirtotfen markicrtcn AntikorpcTn an Analybnnlckiilc bzw. 'Aunormarkcr auf die 
fc^geode Wdse festgestellt wetden. 

Die Antikorper werden mit zwti varschiedcncn Karbstoffrnolck-iilcn niarkicrt "Die Karbstoffrnolckiilc nntcrachciricn 
2b sich dabei in ihrer RoOTeszenzleb^isdaueE. Der CTSie ITarbstoff bab e doe Fhioreszenzleb ensdaner von. Z\ \ und der 2M*dte 
von Ti2. 

In der R&gel weisen AntigCiZie, bier also die TVunofhiarker, fncfar als eine Bindungsstelie fUr Antik5iper auf. Teilweise 
u-crdi^n ca. \W Antikdrpcr an clncra Antigen gcbunclcn. Durch die Hindung von tridir uIh cniicm hWhstnif-markicrtcn 
AnlikStper an eineii Tuxnotiuark<^ entsl chL ein Kompiea aus IXimarmurkcr und nichr ols dneni FarbsLofL-niarkitaten An- 
30 UkSrpec Je metir Farbstoff-marfderte AntikOiper am Itmormarker gebunden Tdnd, desto h6her Isl die Wahrscheinlich- 
kedt, daB die beiden versdnedenen Farbsiolfe im Komplex vozhandea sind. 

Die Bindung der Faibstoff-markieiten AntikSiper an einen 'Hitnomarker und drnnit das Wliegen eines Turaomiar- 
kers kann sodann dadmcb fealgesteni wnden, dafi eowohl FaibstoffmolekUle mit der Fluoreszenzlebensdauer Tu als 
aucb soicbe mit Ti i^tgiekbadog im Beobaditungsy(Hufx»Q nachgewies&a werden. Ungebund^ Farbstc^-maitdene An- 
35 tik6qx:r Bcgcn mil bobcr ^^A^hntcfadnLidikdl dnzdn im. BcobacfaUmgsvolumen vcir und mdit gSdchzddg ndl andcrcn 
Farbstoff-markierten Antikdrpem, 

Mathcmatiifcfa lafit sleb dK»f dadiirch (juanlilizicicny daB als czstca Mustei; di bu dasjcnigc fUr die Floorcszcaizabkling- 
kur\'e der FarbsiofiFc» eine tJberiagcnmg der Abklinglcurven fiir bddc FLuoreszesnzlcbeDsdauem t j i und Xi^ vocg^ben 
winL Die rclativeti Auteile der einzxilnei) T.cbe[iadauuri am iznAan Muxlcr koTiiiUsii dubd a.B. huLrugL-n. Vtii %nn 
40 quandtatives Kriterium fUr das ^A>rliegen eines £omple]Le5 im Beobacbtungsvcdmnen zu baben, wird dann wieder der 
dcni crstCQ Master zugch^gc relative Antcil a btaracliict Cbcrechnsilel tsr ilen "Wferi vsin 0,3, ko hegy mit hohcr Wahr- 
schesnlichkcit cin 'Lnnoimarkcr im BcobacbtangBVoLumen voi: 

Ebcoso k5nntc man rar quantitath'cn Hrfassung das ^fcrglcicbsmoddl aus drd Mustcm aufbaucn, cincm ciscco cnt- 
sprecbend dn^ FIucw^azenzabkHagkucve mit der Ruoceszeczlebensdauer Xu, dem genamitea zweitea Muster fUr das 
AS Klutplasma und eineni drinen Muster entsiwechend ei ner Hluor&O'geaKubkliugkurve iuil dar FluuresKeodebensdauer X\2. 
Es wird dann sowobl dtsr relaliw Anldl furXn als auchderjenige filrXja bestkmnt Hn Kriteiium ftir das Vorfi^cD eines 
TuTiKTrfiiorkerR im Beohachtungsvolumeii int itann bei spielsweise, dttH <lu5 Suuniic der rcUi liven AnUiilt: furXi i und ti?. 
grdBer als 0,3 it$l und zusatZliuh.jeder dnzelne lelalive Anidl grOBcr als 0,1 ist 

Die AntikdrpermokkUle kdoneo bei diesem Vcrfalucn audi mit rodir als zwci vcrschicdcncn Farbstoffinolckiilcn 
so markicxl weni^, xu denen enlsprechende Miis-jo: und ^igleichsinoddle voigegeben werden, 

AuBer durcb HLcbn^nxigen kSonen die Muster pi (i) und p^O), wk: obcn crwahnt aach durcb gccignctc mathcniatl- 
scbe Moddlc bcschricbcn werden, die aus InfiCTiationen aufgd^aut werden, die in IZichmessungea gewoonen wurdea 
T^pLscherwdse becbacbtet man, dafi die FIuores7cn7, \*on ?luorca7i:nRfaibsUjffl:n sich dutch dncn loooocicponcnticlkii 
Verlauf beschrdbeo Wt Das Must^ kami in entfalteter Form somit durcb CL (6) beschrieben werden: 



5S 



f,,(z) = At<:0 ~ e-"^' (S) 



:(ohngc At(i) al^i kictn g<^cntlbcr der V1uoncs74»i&Iebeic>daift»Xi angenixntnitm werden kann. Dabd ist AlQ di« zdllicbe 
€0 Bauer eines mikrosko^piscben Zei^tervalls, im betraditeten AusfDhmng&beispid .SO ps, undXi die Fluoceszenslebens 
diuier dtr on Maikiorung der TVinioniiiirktsrmK^ddjlt^ vcrwendelen FIuoRsszcnzf arbslolTe. FQr Cy5 belr^gt Ti 1,7 as und 
fflr.TAl fi^ 2,7 ns. t© {ft der mikrosUcopische Teitpunkt, an dem das i-te miWoAkopischo 7eitintervan beginnL 
In der Regel baben alle mikroskopaschen Zdtintervalle A die gldche sdUiche Dauer At so daS giU: 

6^ A[(i) = Alund I (i) = i Al (7). 



"Werden die mikzcckopiscben ZeiliDtearvaile bzw, 
ggf,! duruh cTMrtAT wcnlcn. 



-kanUe i nicbt von Kacal 0 sondem von Kauai 1 an gezShlt, so muB 
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Unler clicsea BcdiogungUL cxh^ man als Muster fiir einen moDoexponeutiellea Zetfall die folgende Dar^teUimg: 
jp,(i) = Atie (8) 

5 

Das Muster wie cs in CI (6) bzw. (8) dargestellt ist, kann dazu verwendet werden, mit einem aus eioer ^chmes- 
siiDg gewom)^^ und enttaltcten Mustei- p^i) gcwichtct addlcrt tu \^'crdcn. T>£(8 durch dic8c ^wichtetc Additioa 
v.'onneDe Modell kann dann mit den gewonnenea uad eatfaiteiec AbkliAgkurva] vetgiichen werden, um den reladven 
Antdl a m gcwinncn. 

Ebeoso kaoD das durcb GL <6) bzw. (8) gewoinnetie Muster pi(i) nait der [nstrumentenliinktion gcfaUct wcrdcn. 1>a- 10 
n»:h ksana es^ tuilcineut mdiUenli'altetm und aus dner IBcfamsssung gewoonenen Muster P2CO ^wichtet addiett werd^ 
Das slch efgebeode p(i) karm mit dner mcht-«ntf&ltctcn gcwnnncncn Ahkltngkunrc vcrglichcn \mdea. 

Hbcoso luinn die Abldingkurvc Tdr das unvetdQnnte Blutplasma duich ^en moaoej^Kmendellen Zeifall gem^ GL 
(9) beschneben werdeo: 



wobei T2 die effdctive Lumineszeozabklingzdt des UDradaxmiea Blu^Iastnas ist, die bei Anregung mit licht bei 
537 Dm uudwerDet^Eiiari der PhotoKCii Stti IfereTch vur. 55G bis 7CG n~.^a. 380 hcrrSg*^. 

Werden bekie Muster pi(i) und paO) durch moooexponentielle Veriaufe der Abklingkur\»en beschrleben, so spricht 
man von clocm bicxponcnticllcn Moddl. 

4B zdgt dea fOt yerschiedeoe Zeicinteivalie voo Jeweiis 10 ms wahiend einer Messung bestimmten relodwa Ai^ 
tidl a. \^glcicht tnau die Klg. 4A m\d 4H, fto xicht mHti» tbS eine Belmchlung dex rdaliven Antdls a einc deulEche 
besserung des Signal/Rai2sch-\^tb31ans$es gegenUber fig* 4A bewi^ Femer erkennt man in 4B zuslitriich, daB 25 
t>ej ca« 1Q0 ms ein weiterer' I Unior marker tUirUi Uhs BeubachtungHvuIuiuca (raL Dies kcnnlc in Fig. 4A mcht ved^licb 
eikannt werden. Ja ITig. 4A wmde ledigiicb die Anzahl der pro 10 ms detektierten i^otoocn bctrachtct Das fictracbtcn 
des relativen Antcils a wird daduich maglich, daB iHe vinzelncn Pboluoca zuitki^iclicil dclcLticrL werden und soimt die 
in den unLorschicdHchen Abklingzeiten entfaaltene Information genutzt wearden kann, 

Itn t'oigendeti wiiid ein zweites Ausllihnmgsbcd spiel bcschricbcn, dafi ncbcu der Dctcktion ci n/ulncr TbTrewtn arkcrtno- 10 
lekUle aucb eine Identifizienmg vmcbiedeoer l\zmonnark^ bzw. AnalytmolekUle ecLaubc £& uird also ein nnverdUnn 
ces BintplasmQ untersuctu* in dem verschiedene Ibmotmai^cr gcl6st sind. 

In dicscm zi¥C3tcn AusfiihnmgsbeiBptel vf&cden die zu detektieiend^ verschiedenen Tiuxxmnarlcer auf die folgeode 
Weise markieit J>em Blutplasmn werden verschiedene, ni den vcntchicdcncn TbmormarVcrn passeude uitxKiklonale 
Antik5rpcr zii gesetzt . An dlis inuDaklonalen Anlikorper sind jeweiis voscbiedene PaibstofiinolekQie gekoppelt. Hn mo- 3$ 
noklonaier Antikerp^ist 2. B. mit Cy5 und«n anderer mit JAl 69 markierL Eir» solche MarWerung ktmn wShrenrl eirier 
Vctrbcrcitung der moooklonakn Antiksftrpcr txfolgen. 

Die zur spezifiscbeo Markiemi^ ausgew&blxen Fluoreszenzfarbstoffie mlissen dabel jeweiis ein unrerKdiiedlicheft 
FtuorcsTcnzabldingvcrhaltcn zcigcn, liadltaicif £ur IdeatiQzierung genulzl winl, 

Di e varscMedenen monoki<Kialfin Antikfliper sind, wie beschrieb^ in d^Lage, ilbcr eitie AnlikOTper-Antigen-Reafc- no 
Lkin <(j:eziti5ch an diu Y(?rNctitc<len&n TuiTicn-Tnarker xu binden. Daduich sind auch die verschiedenen Farbstofftnolekllle 
spezifisuh mil den Himormadtem gckc^jpelL 

In rtg. 3 \sA erkennhor, daB dait Anttkrnpfemuolckul, das sdcfa. bci 30 ms im Beobadotungsvolumen befindet, mit CyS 
markiert ist, wahrend das AntikdrpexmolekUl, das sich bci SO ms im Btobadituagsvolumen betindet, mit JAI maddett 
i St, da die Abklingtcurve bei 30 ms schiKlier als die bci 80 ms abfallt, also cine ki^I^t:Il? Fluurettxenzlebensdauer auTweisL 45 
Die TucnormadLer sind somit im Mnzip aufgrund der RuOfT&szenzlabensdauer der ^>ezifisch mit ihnen verbundeneo 
HuoieszenzfiQrbslD&e idenlifizierbar. 

Zum Idenlifizierea der veischiedeoen lUmoaoadcer Qber das unterscbiediiche FtuoiesiEnzabklingverhaJten der Farb- 
stoETc, wild fOr jcdcn zur Maddcrung vcrwcndctcn FarfT^toTTein tsruUin Muster vnr^gegebeD. Scdann wird fUr jeden Faxb- 
s loCr die»c8 Musier mil dcm vosgcgcbcnen zwdtea Muster fUr das Blutplasma gewichtet addi^ um jeweiis zugehdnge so 
Vciglcicbsmodelle zucrbaltcn. IXincb Vvtation dcrWIchtufigsfakloren wird die Pberewistimmung zwischea dem jewci- 
ligen \i*«gU*iditaitoddl und den Kew<Kmaten Zeitinfbanatioaen cptimiert. 

I>af;jenige Vergleichftmndell, das die beifle Obezeinstimmung mil den gewanncoca ZcitiDfonnalioaen aufwdst, wifd 
als das ailnftlTende Vbigldchsmodell angesehen. Das zum Brstellen dieses Vergkachsmoddls vcrwcndcte crste Muster 
eines Varh^toff gibt AufschluS iiber das Vxllcgcn dieses Farbtttufifii iui B wbitubtungsvolumen. Dieses, wiedtzimo, gibl - 5S 
aufgrund der spezifischen Marki^ung der TVmoonnaiker - Aufschliifl darOber, welcher IXxniormarlcer detektierc wurde. 

In cincr 'Wcitcrijildung des 7;wcitcn AasfUhrungsbeispi&la weiden die veracfaiedecKiiriuoireszciizfarbstoffc so gcwSbll, 
daB sie einen. moaoexponentieilen zeltlicben ^feilauf der Fluores7.en7. erwarceii iaj«sen. Das erste Muster pi(i) winl durcb 
<j\. (6) bxw. (8) htKuhriehen . T)k FtuiMrKs»-.nzIeben5dauer ti wird als zusMlzliche Variable zur Anpassung des \feiglelcbs- 
mvisters an die gewonnene Abklingkurv^ verwendeU AO 

Man exball soiidt eioetseits den rclalivcn AntciL a und andersirseits die optimal passeude Flucfeszenzlebensdauerct als 
Ergebnts einer /^passung zwischen VbrgleichsmodclL und gcwonncncr AbklingVurvc. Dtx rd;iljvtt Anitnl a enncigKuhl 
die Deioktion der Tbmarmaikcrrootcktlle, wSirend die gewonnene Piuoreszenzle'oensdauer x^ deren Ideniitizierung or- 
laubc. 

Auch in dicsem Ausfilhrungsb^piel kSnnen als Muster pzCi) fUr das Blutplasma sowohl durcb Hichmessung gewon- 65 
nene Muster aJs auch aus einem monoexponemicllen ModeL gewcnncnc Miislcr vcrwcndet werden. Im letzterea Fall 
wild eine Lumineszen/abklingxcit van 300 ps des Blutplasmas angenommen; 

l**t:mer Woiuicn HMt-H in dicsem A w;ruhrungsbdspicl die Muster bzw, Abklingkurven entfaltet Oder nicht-enlfallet aus- 
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gcwertct wenlen. 

Fig* S zdgt (He ILkili^kieit voiiriuoieszeiiziebensdauem io ns, wic s\c mir Hilfc dc» 8oebcn bcschricb^tcn \fcrfahreos 
fOrdiczur Markiening verwemleico FazbsloITc Cy5 und IAi69 besdmmt wordeo. Man sieht, das die fOr Cy5 uad JA169 
beslimmlea FluoreszeDzlebeasdauem um ihren Miticlwcit voa 1,7 bzw. 2,7 ds zenliicfl sind und mil biiueichender 

S ififllichkedl erkannt warden kdiioca. 

in einem driteen AusfQhning!;bfcn spiel dus X^ldchsmustcr du^ch die ebifacbe CL (10) be$cbriebea; 

= B^e"'*^*'^^ + Ja,e-*^' (10) 

LO 

SO zeigt ein Vergldcfa mic dea Gleidiungen (3), (6) uiid (8), du3 ^i: 



At . ^ At , , 

B = Wa — und jgL = Nil-cO' — (11) 

15 ^ ^ 

Ais Kiitezium fOr das Vbrfaandcnsdn cincs IVinioniiadt.ers iiu BeobachtUDgsvolimieD wild in diesem AustiihrDngfibei- 
spiel das DbcEschnutc^ cincr SdiweBe duich das nonnieite Rodukt des WichtDngafaktnm mir d&i bestiuunlen Fluo- 
reszeiizlebeasdimer Xi her&ngezo^«n. Dii^kk nomdcrtc I^odukt iu definiert als: 



'15 



(12) 



25 Mao cikeant aus (il. (IH) niit Hiltc von Gl (1 1 ), lUifi dieses nunnierte Flnodukt gleich dein relativen Antci 1 a i At 
B^i:, + -Hjtj " Na^Ltz + wCl - iOAt 

30 

ImKahmeD des Brfindungsgedanlcenfi Mnd zahlrduhc Abwandluagen mQgilicti. Bs iscbeispieisweise mdiiunumgang- 
lich, die gcwofincjien TeidnfonnHtiocen Air vorgc^ebeae Zeitlntervalle zn AbJdinglcorveii Tmarnmcnzufassen oder als 
solcbe daizustellen, Vielmelir kaon tnit Hiife eat^incchcndcii nt^iheiuitlisubeu Modellen nut dea fOr jedes deidccierte 
PhoUxi gcwonncnc Tcttinfurinatiuiiea direkl gerochnet Vfcidea, Die Muster werden in einem solubco FhO pasvcnd aus- 
35 gt^Udel und bilden nicht notw^xUg^weise Abklingkurvcn. 

Aucb k&cnen fiir die Muster und p/X) nichl QurincqDO^ipoQeDtieiie Modelle sondem aoch dn Tncfarcxpoacatic^c 
cxlcr sonsligeModelk ven^wdk vferdexL Vomip^isc wcrdcn dicsc Mtxlt;Ue kdoe wcitcrco Vatiableii endialten. £s ist 
jedoch aucb deoldsar, daB dJeKu ModcUc wdlorc Variablcn* etwa die CewichCc ciozclncr hxpoaentialkomponentcD, cm- 
hailltai. 

40 Femer kOonea auBer den erwahnten Karbstoifcfi Cy5 unci JA169 auch andere Farbstoffe rur Markicnuig vcrwcodct 
werden. 

SchiieBiicb k5ncen aui^ der bcschncbcncn InocTicniiitcbcn spezilischen AIlt3kdrpe^Antigen-Reakno^ auch andcrc, 
•f., tt. kovalcolc Wcgc dcrMarkimmgbeschritten werdeo, odercs wirdcinc Hybridisicrung zwischcai DNS-StrSngcn aus- 
geautzt 



HukinUinsprikclio 



1. Verfahi^ zur c^tischen Detektion von AnsilylTXHik^lilcn in einem natfldichen biologischen Medium, dAdureb 
gekcmiKetch itet, 

50 daB die Analytniolektlle nm mndestens einem FIunrcA7.cn7.farhsioir uiadderl wciden; 

daB am dneui Beob^chtungsArolumen im uatOrlicben biologisctien t^ediuta Hin^dphotonco aiifgea<Hiimen weiden, 
um ein zeltkonclicctes EinzeipbotoDco-ZShlen dun:li/^ubn;n und ZdtinfonnatiODa) fUr die Bimelphotonen zu go 
wionen; 

daB mindestens zwei Muster vccgcgchcn wcnlen, wobei ein erstes Muster von dem cxLiiidestens einen Fluons^/eny.- 
55 feibstoff crwarlete ZeiUnronuudoaea und ein ^eltes Muster von dcm natfirlicbeQ biologiscfaea Medium ^ivanete 
Zeitinformadonen beschreiht; 

ilafi cin V^KleichsmodeU durcb cine gewichiefae Addition dcr Musivr ggbildcl wild; 

daG das AfergleichsnKxIeU durdi A^alkxi dcr Wlchtungsfaktocea an die gewonnenen Zeitlnfbmiationcn angcpaBt 
wird; 

60 daS die Weite der Wichturgsfaktotvti nir clue upliinierl&'Obereinstimm\mg des N^gleicbsmodcU.H itiit dcii |;ewuQ* 
ncnen ZeitinformaticHien bestimmt werden; uml 

daU das N^riiandcnscin rniiuleKlenK eintss Analytmolekills donn dngcooniTncn wird» wcnn ik? bciUinimle V%rt des 
^icbtungsfakiors ttb: das ei^e Muster eine voigcgcbcnc Sdi wt:ljb CibersclnriLeL 

2. Vcrfshrcn nsch ck'x Ansprucb 1, dudurch ^^ennzeachcct, 

65 daB zum Maridcren der Anilytmolekuie Huorcsn:nzfathNl<vrrc mil eincr Roiversdnebung zuisdien 10 und 60 nni 
vementh;! wi^co; 

daB Anregungsticbt mil cdncr Wcllcnl^gc zuHKchen 630 und 670 am vem'eadet wild; und 

daB die Dctckiion auf Pholonen tml eioer zwiscben 10 und 60 nm l^gcmn Welltuilan^ als das jeweilige Anre- 
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gungftlidiT ktin^-juntncrl winl. 

3. ^^£fabren nach Ansprucli2, dadurcb gekennzelchnct^ daB als TichtqucHc (1) fur das Anrcguc^licbt cm Diodeo- 
lastx vciwendet wird. 

4. Aferfbliren nach eitiem der AnsprOchc 1 bitt 3, ttmlurcii »vhsDMiiisi{:hcsK\^ da^ibeiUnlersucbLing emes nalQzlicfaen 
biolQgisflhBn Mediums mil diief Mriirzahl von verschiedenen Analytmoleklilen 

a) verAchiedtfne nix>rBcr.eny.r!*Tbsiciire mil jewdls unterBcMedlichen Huoreszenzlebeosdauem zum spezili- 
scben Marldertn der vetscbiedenea AnalynnolekCUe venvendet wexdcn. 

5. \^<ihreD jiachAnsparucfa4»feczicrdaducchgeki^^ 

b) jeder der verscbiedeoea Muofeszeoz&ibstoffc so gcw§hlt wlrd, dafi vrdnui miHiocxpuncntlcllcn zdllicheo 
Vedauf der Plnareszenz erwarten llBt; 

c) aus dicscm FlrtorcszcnTvcrlauf duA encie Muster ^wonnm wird; 

d) der der riuoreszenzlebensdauer ftlr das erste Muster fOr emc pptimicric t'JbcrcinjaiTTiTnnng dcs V:r- 
gletebsmadclls mil dun gcwuuncnca Zcilinfannationen besliinint wird, iodem das ersce Muster in Abhdngig- 
keit voQ der FluofOGzendebensdaueq: Yoriiert wird; and datt 

c) jcdcs AnalytZDokkul miltEls der in Schdtt d) vpUudert gewahllen Fluoreszen^lcbemidauer fOr das erste Mu- 
ster identifiziect wird. 



Hierzu 5 Seite(n) Telchniuig^n 
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